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RESUMO

O estudo da toxicidade, tanto aguda quanto cronica de Daphnia magna, é crucial para
compreender os efeitos de substancias como o 6leo de andiroba, antes de sua utilizagdo em
larga escala como repelente de mosquitos. Além disso, € essencial reconhecer o papel dos testes
de toxicidade em invertebrados aquaticos na determinag¢do dos impactos quimicos no meio
ambiente, integrando assim a ecologia com a toxicologia na ecotoxicologia. Nesse contexto, a
pesquisa focou na avaliacdo da toxicidade aguda do 6leo de andiroba em Daphnia magna,
examinando tanto a imobilidade quanto a mortalidade desses organismos e apresentando os
resultados de maneira estatisticamente robusta. Daphnia magna ¢ um organismo modelo
amplamente utilizado em testes toxicoldgicos devido a sua distribuicdo em ambientes
aquaticos, ciclo de vida curto e facilidade de criagdo em laboratério. No cultivo dos cladoceros
e realizagdao dos experimentos, foi utilizada agua natural e algas Chlorella sorokiniana como
alimento. A cultura de Daphnia foi mantida em meio EPA modificado. As condi¢des
experimentais envolveram frascos transparentes de 50 mL, com proporcao 1:1 de 4gua do meio
e substancia teste. Cada frasco recebeu 10 neonatos (<24h) de D. magna. Foram realizadas
analises demograficas para determinar a duracao média de vida, expectativa de vida, taxa bruta
e liquida de reproducdo, tempo de geracdo e taxa intrinseca de crescimento populacional. A
utilizacdo de técnicas como analise probit e andlise estatistica ANOVA ou Kruskall Wallis,
seguida pelo teste de Tukey, permitiu uma compreensao mais aprofundada de como o 6leo de
andiroba afeta a Daphnia em diferentes concentragdes e periodos de exposi¢cdo. Os resultados
mostraram que o 6leo de andiroba tem efeitos toxicos em Daphnia magna, evidenciando a
necessidade de avaliar cuidadosamente a seguranga desse produto quimico e seus riscos. O
estudo ressaltou a importancia de considerar as concentragdes € o tempo de exposi¢do ao
analisar efeitos ecotoxicologicos, crucial para a liberagdo do uso do 6leo de andiroba. Esses
achados sdo essenciais para entender como essas substancias afetam organismos aquaticos,
além de sua relevancia para a saude humana e o meio ambiente, e 0s possiveis impactos do 6leo

de andiroba como repelente.

Palavras-chave: Toxicidade; Cladocera; andiroba; riscos



ABSTRACT

The study of toxicity, both acute and chronic, of Daphnia magna is crucial to understanding the
effects of substances such as andiroba oil, before their large-scale use as a mosquito repellent.
Furthermore, it is essential to recognize the role of toxicity testing on aquatic invertebrates in
determining impacts on the environment, thus integrating ecology with toxicology in
ecotoxicology. In this 7epelent, the research focused on evaluating the acute toxicity of
andiroba oil on Daphnia magna, examining both the immobility and mortality of these
organisms and presenting the results in a statistically robust manner. Daphnia magna is a model
widely used in toxicological tests due to its distribution in aquatic environments, short life cycle
7epelent of rearing in the laboratory. When cultivating the cladocerans and carrying out the
experiments, natural water and Chlorella sorokiniana algae were used as food. Daphnia culture
was maintained in modified EPA 7epele. The experimental conditions involved 50 mL
7epelente77e bottles, with a 1:1 ratio of 7epele water and test substance. Each bottle received
10 neonates (<24h) of D. magna. Demographic analyzes were carried out to determine average
life span, life expectancy, gross and net reproduction rate, 7epelente/ time and intrinsic
population growth rate. The use of techniques such as probit analysis and ANOVA or Kruskall
Wallis statistical analysis, followed by the Tukey test, allowed a more in-depth understanding
of how andiroba oil affects Daphnia in 7epelente concentrations and periods of exposure. The
results showed that andiroba oil has toxic effects on Daphnia magna, highlighting the need to
carefully evaluate the safety of this 7epelent product and its risks. The study highlighted the
importance of considering concentrations and exposure time 7epe analyzing ecotoxicological
effects, crucial for allowing the use of andiroba oil. These findings are essential to understand
how these substances affect aquatic organisms, in addition to their relevance to human health

and the environment, and the possible impacts of andiroba oil as a repellent.

Key words: Toxicity; Cladocera; andiroba oil; risks.
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CAPITULO1-INTRODUCAO GERAL

O Aedes aegypti ¢ o mosquito transmissor das doengas dengue, Zika e Chikungunya.
No Brasil, o Ministério da Saude relatou, em entrevista, um aumento no numero de casos
registrados, chegando a aproximadamente 229 mil; um crescimento de 264% nos primeiros
meses de 2019, consequentemente, aumentando a quantidade de mortes. Conforme essa
entrevista, o Distrito Federal e os estados do Acre, Tocantins, Sdo Paulo, Minas Gerais,
Espirito Santo, Goias e Mato Grosso do Sul foram os territorios que registraram aumento do
numero de casos da doenga. Também houve um aumento no numero de casos de Zika
registrados no periodo, sendo assinalados 2.062 casos da doenga. Em 2018, no mesmo
periodo, foram registrados 1.908 casos provaveis. Em 2019, ndo foram registradas mortes
por Zika. J& a Chikungunya registrou uma queda de 44% no nimero de casos. Em 2019,
foram registrados 12.942 casos no pais, com uma incidéncia de 6,2 casos/100mil hab. Em
2018, foram 23.484 casos. Também nao foram registradas mortes pela doenga em 2019.

O 0dleo de andiroba' é uma substincia natural extraida das sementes da arvore
andiroba. A andiroba (Carapa guianensis Aublet) além de sua relevancia na producao do
oleo, ¢ reconhecida por suas propriedades repelentes de insetos incluindo o mosquito Aedes
aegypti, transmissor das doengas dengue, Zika e Chikungunya. Descrita pela primeira vez
pelo botanico francés Jean-Baptiste Christopher Fuse¢ Aublet (1720-1778), em 1775, na
Guiana Francesa, como pertencente a familia das melidceas, a andiroba ¢ uma arvore de
grande porte que pode atingir 30m de altura.

Seu o6leo, comumente utilizado na Amazonia, ndo s6 tem sido historicamente
empregado como fonte de iluminagdo alternativa em periodos de escassez de querosene,
como também possui propriedades repelentes de insetos, incluindo o mosquito Aedes
aegypti, transmissor de doencas como dengue, Zika e Chikungunya. Durante a I Guerra
Mundial, quando faltou querosene, no interior da Amazonia, o uso desse 6leo para a
iluminagdo foi comum, como fartamente registrado no periodo de 1854 a 1864 pelos
moradores da cidade de Belém, sendo substituido pelo gas somente em 1896, quando a luz

elétrica foi finalmente adotada (FRANCO, 1998).

1 A andiroba é uma denominacdo indigena do tupi-guarani que significa sabor amargo (nhandi - 6leo e rob -
amargo) associado aos limonoides presentes nos galhos, troncos e sementes (PESCE, 1941; GUIMARAES et
al., 1970).
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O fruto da andiroba ¢ um ouri¢co redondo composto por quatro valvas, cada uma
medindo entre 3 e 4mm de espessura, sdo coridceas, duras e de cor parda. Quando amadurece,
o fruto se abre, deixando cair no chdo suas sementes, que variam em nimero de 7 a 9 e se
assemelham a castanha portuguesa. Essas sementes sao poligonais, com uma superficie plana
na parte interna e convexa na parte externa. Elas possuem uma casca lisa, um tanto esponjosa
e de cor marrom, que envolve uma massa branca, levemente rosada, compacta, porém nao
muito dura e oleosa. A semente é composta aproximadamente por 25% de casca ¢ 75% de
uma massa oleaginosa, contendo cerca de 43% de 6leo (PESCE, 1941; GUIMARAES et al.,
1970).

A extragdo do 6leo das sementes de andiroba pode ser feita por prensagem mecanica
ou de forma tradicional. O método tradicional, comumente adotado por comunidades
ribeirinhas, envolve vérias etapas, desde a coleta e selecdo das sementes até a extragao do
6leo (MENDONCA; FERRAZ, 2007).

O Brasil destaca-se mundialmente por sua vasta biodiversidade, representando
aproximadamente 20% de toda a vida no planeta, o que o torna um terreno fértil para estudos
que exploram produtos naturais (CALIXTO, 2003). Nesse contexto, o 6leo de andiroba tem
sido reconhecido pelo seu potencial como repelente para combater a dengue. Conforme
reportado por Nery (2014), a Associacdo de Pais e Amigos dos Excepcionais (Apac)
desenvolveu um repelente a base de 6leo de andiroba para esse fim, em uma técnica que
remonta as praticas indigenas, onde as sementes sdo quebradas para extrair o 6leo. Na
medicina popular, o 6leo ¢ amplamente utilizado para tratar tosse, dor de garganta, contusdes
musculares e ferimentos na pele (PENIDO et al., 2006; NAYAK et al., 2011; BURLAND;
CORNARA, 2017).

A Fundagao Oswaldo Cruz desenvolveu e colocou no mercado a vela de andiroba
para combater os mosquitos transmissores da dengue e da malaria. O produto foi aprimorado
com a adigdo de glicerina, alcool de cereais e esséncia de eucalipto ou citronela. No entanto,
ainda ndo se tem conhecimento sobre seu uso pelas comunidades, nem sobre testes
padronizados para avaliar sua toxicidade. (FERRAZ et al., 2002).

Entretanto, alguns estudos indicam que o dleo de andiroba, proveniente da espécie
Carapa sp. (Meliaceae), possui propriedades repelentes de insetos e apresenta potencial anti-

inflamatério (RIBEIRO et al., 1999). Pinto (1963) relata que comunidades tradicionais e
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povos indigenas tém utilizado o 6leo de andiroba como repelente de insetos, incluindo o
mosquito Aedes aegypti, transmissor da dengue

Outrossim, o uso medicinal do 6leo de andiroba esta alinhado com a Politica Nacional
de Saude e ¢ considerado uma prioridade de pesquisa. As espécies Carapa guianensis Aubl.
e Carapa procera D.C. (Meliaceae) sio comumente conhecidas na regido amazdnica como
andirobeira (FISH, et al., 1995). Nas areas da Amazonia brasileira, as arvores de andirobeira
sdo utilizadas em sistemas agroflorestais (CONDE et al., 2013), no enriquecimento de areas
desmatadas e na recuperacao de ecossistemas umidos (FERRAZ et al., 2002). Sua madeira
tem alto valor comercial, sendo empregada na constru¢do de moradias, fabricacdo de méveis
¢ na constru¢ao naval (SHANLEY; LONDRES, 2011).

O clima desempenha um papel crucial nas questdes ambientais, influenciando tanto a
paisagem fisica quanto as sociedades humanas. As temperaturas mais altas e os climas
quentes comuns na Amazdnia aumentam a capacidade de infeccdo dos mosquitos,
contribuindo para a adaptacao dos vetores de doengas. No entanto, a seguranca do uso do
oleo de andiroba como repelente de mosquitos tem sido questionada devido a sua toxicidade
aguda e cronica em organismos aquaticos, como a Daphnia magna.

Segundo Barcellos et al. (2009), um dos efeitos do clima ¢ alterar a ecologia dos
vetores, como 0s mosquitos. Nos tropicos, acredita-se que as doencas transmissiveis e
parasitarias encontraram melhores condigdes para sua expansao, constituindo um elevado
risco devido a vulnerabilidade da maioria da populacio (MENDONCA, 2005). A
temperatura global pode
continuar afetando o desenvolvimento de insetos vetores.

A qualidade da agua, por sua vez, também pode favorecer a proliferagdo de doencas
como a dengue. O cloro, por exemplo, tem se tornado um aliado no combate a dengue em
fontes de 4gua, e a limpeza tem sido utilizada para evitar que as fémeas do mosquito
aproveitem a agua parada para depositar os ovos e iniciar o ciclo de vida do mosquito (O
Estaddao em Sao Paulo, 2015). Nesse sentido, o experimento com agua desclorada mostrou-
se mais favoravel ao desenvolvimento embrionario do Aedes aegypti, proporcionando o
menor tempo de desenvolvimento e maior viabilidade. Além do aspecto do cloro, outras
variaveis de qualidade da d4gua devem ser investigadas para observar a relagdo com a dengue.

A alta concentragdo de nitrogénio amoniacal atrai o Aedes aegypti para a oviposigao.
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A volatilizacdo dessa substancia, provavelmente, foi o atrativo quimico responsavel
pela orientagdo do voo das fémeas gravidas em dire¢do aos recipientes onde colocaram seus
ovos (Diario da Saude, 2010), permitindo que o inseto que transmite a doenga procrie até
oito vezes mais larvas do que em aguas nao contaminadas.

Daphnia  spp. sdo microcrusticeos pertencentes a ordem Cladocera,
reconhecidamente representativos das espécies de zooplancton, e largamente utilizados em
testes ecotoxicologicos para a verificacao da qualidade da agua (ZAGATTO; BERTOLETTI,
2006). Este género de pequenos crustaceos planctonicos varia de 0,2 a 6,0mm de
comprimento. Daphnia spp. Fazem parte da ordem Anomopoda e sdo denominadas
popularmente denominados como pulgas de agua, devido ao seu estilo de natacdo saltatoria,
semelhante aos movimentos das pulgas. Vivem em diversos ambientes aquaticos, desde
pantanos acidos a lagos e lagoas de agua doce.

Microcrustaceo de agua doce, a Daphnia magna tem sido amplamente utilizada como
indicador bioldgico em estudos e controle de qualidade da dgua e em testes de toxicidade na
avaliacdo de efluentes (NIETO, 2000). Testes de toxicidade podem ser definidos como
procedimentos nos quais as respostas de organismos-teste sdao utilizadas. O uso do
bioindicador Daphnia, para avaliacdo da toxicidade ¢ usualmente o primeiro teste a ser
aplicado, com durag@o de 48 horas, devido a sua sensibilidade a uma ampla variedade de
poluentes., sendo a espécie altamente sensivel a uma grande diversidade de poluentes.

A partir dessas observagdes e através dos testes de toxicidade e analises quimicas,
varios pesquisadores intensificaram os estudos para identificar as possiveis interagdes dos
agentes toxicos presentes em efluentes e seus consequentes efeitos sobre a biota aquatica. No
entanto, até hoje, uma grande parcela dessas interagdes e a previsao de seus efeitos, ainda sao
dificeis de serem determinadas ou estimadas apenas por analises quimicas de efluentes
industriais complexos, principalmente aqueles que possuem substincias organicas sintéticas
de elevada toxicidade (ZAGATTO; BERTOLETT, 2006).

As espécies do género Daphnia sao comumente usadas como organismos-teste para
verificar a toxicidade aguda e cronica (HANAZATO, 1998; KUNGOLOS et al., 1999)
devido a sua alta sensibilidade a muitos produtos quimicos toxicos. A Daphnia magna ¢
amplamente utilizada como um organismo indicador ecotoxicologico padrdo, e existem

protocolos para seu uso na analise da toxicidade de substancias em condi¢des experimentais
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agudas e cronicas. Nesse contexto, a avaliagdo da toxicidade do 6leo de andiroba em
organismos aquaticos pode ajudar a determinar se o produto ¢ seguro para uso em ambientes
aquaticos e se pode ser utilizado em programas de controle de vetores.

Essas caracteristicas tornam a Daphnia magna um organismo modelo conveniente
para avaliar a toxicidade aguda e cronica de compostos quimicos em testes de curto prazo.
No entanto, ¢ importante lembrar que os resultados obtidos em experimentos com esse
organismo ndo podem ser diretamente extrapolados para outras espécies. Portanto, ¢
necessario realizar experimentos adicionais em organismos mais complexos para confirmar
os resultados obtidos em experimentos de curto prazo. A necessidade de estudar a toxicidade
aguda e cronica do 6leo de andiroba sobre a Daphnia magna é importante por varias razdes.

Em primeiro lugar, esta ¢ um organismo aquatico amplamente utilizado em testes de
toxicidade, uma vez que ¢ altamente sensivel a varias substancias toxicas presentes no
ambiente aquatico. Como resultado, os estudos de toxicidade que utilizam Daphnia magna
podem fornecer informagdes importantes sobre a toxicidade de produtos quimicos para
organismos aquaticos e, por extensao, para ecossistemas aquaticos inteiros.

Em segundo lugar, o 6leo de andiroba ¢ frequentemente utilizado na medicina
tradicional e em produtos de cuidados pessoais, bem como em inseticidas e pesticidas. No
entanto, ¢ possivel que ele contenha substancias tdxicas que possam ser prejudiciais aos
organismos aquaticos, incluindo a Daphnia magna. Portanto, estudar a toxicidade aguda e
cronica do dleo de andiroba sobre a Daphnia magna ajudaria a avaliar os riscos potenciais
que o oleo pode representar para organismos aquaticos € para 0 meio ambiente como um
todo. Esses estudos também auxiliariam a desenvolver diretrizes para o uso seguro do 6leo
de andiroba em produtos ecologicos e de cuidados pessoais.

Daphnia  spp. sdao microcrusticeos pertencentes a ordem Cladocera,
reconhecidamente representativos das espécies de zooplancton e largamente utilizados em
testes ecotoxicologicos para a verificacao da qualidade da agua (ZAGATTO; BERTOLETTI,
2006). Espécies do género Daphnia, com grande participacao na comunidade zooplanctonica
em todo o mundo, tém tido sua biologia bastante estudada (HERBERT, 1978). Assim,
Daphnia magna € um pequeno crustaceo frequentemente usado como modelo de estudo em
ecotoxicologia, especialmente para avaliar o impacto de substancias quimicas em organismos

aquaticos. A espécie ¢ particularmente Util como modelo de estudo porque ¢ facilmente
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cultivada em laboratdrio, tem um curto ciclo de vida e ¢ sensivel a uma ampla gama de
poluentes ambientais.

Outrossim, o estudo acerca de Daphnia magna merece destaque na pesquisa sobre a
toxicidade na 4gua, uma vez que sao organismos aquaticos cujo habitat natural ¢ semelhante
as condicdes naturais encontradas na dgua. Além disso, o breve tempo de exposi¢do e os
pequenos volumes de amostras utilizadas sdo aspectos importantes na utilizagdo deste
microcrustaceo (ABNT, 2016). A Daphnia é amplamente utilizada como um organismo
indicador ecotoxicologico padrdo, e existem protocolos para seu uso na avaliagdo da
toxicidade de substancias sob condigdes experimentais agudas e cronicas (BAIRD, 1989).
Trata-se de um género de pequenos crusticeos planctonicos, com comprimento variando de
0,2 a 6,0mm (0,01-0,24pol), pertencentes a ordem Anomopoda e sdo um dos varios pequenos
crustaceos aquaticos comumente denominados de pulgas de dgua, devido ao seu estilo de
natagdo saltatoria semelhante ao das pulgas. A Daphnia spp. vivem em varios ambientes
aquaticos que variam de pantanos acidos a lagos e lagoas de dgua doce.

Além do mais, a toxicidade aguda e cronica tém sido amplamente investigadas, como
referido por Wollenberger (2000). O microcrustaceo Daphnia magna € sensivel a substancias
toxicas e de facil cultivo em laboratério, sendo, portanto, um modelo util nessa area
(BOWNIK, 2017). Assim, segundo Straus (1820) a Daphnia magna (Cladocera, Crustacea)
atua na cadeia alimentar aqudtica como consumidor primario entre os metazoarios. Suas
pernas toracicas sdo compostas por cerdas que agem como peneiras, retendo algas, bactérias
e pequenas particulas de material organico da dgua. O alimento ¢ transferido para a boca,
onde ¢ moido pelas mandibulas e direcionado para o trato digestivo (KNIE; LOPES, 2004).

Em laboratérios, a alimentacdo da Daphnia magna consiste em algas verdes como
Desmodesmus subspicatus, Chlorella ssp, Pseudokirchneriella subcapitata (RATTE et al.,
2003). A Daphnia ja ¢ uma espécie modelo estabelecida em toxicologia do crustaceo de dgua
doce, sendo usada para monitoramento ambiental de poluentes em todo o mundo (SHAW,
2008). Os Daphnideos representam 8% de todos os dados experimentais para animais
aquaticos nos bancos de dados toxicoldgicos (DENSLOW et al., 2007, apud SHAW, 2008).

Em conclusdo, Daphnia magna pode ser utilizada como um modelo de estudo para

avaliar a toxicidade do 6leo de andiroba em organismos aquaticos. Estudos indicam que o
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6leo pode ter efeitos prejudiciais na espécie em concentragdes elevadas, sugerindo que deve

ser utilizado com cuidado em ambientes aquaticos.

BIBLIOGRAFIA

ABNT — ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR 12713:
Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade aguda: Método de ensaio com Daphnia spp
(Crustacea, Cladocera). 4. ed. Rio de Janeiro, 2016.

BAIRD, D. J. The use of Daphnia in ecotoxicology. In: CALOW, P. (Ed.). Handbook of
Ecotoxicology. Oxford: Blackwell Science, 1989. p. 188-2009.

BOWNIK, A. Daphnia magna as a model organism in toxicology. Journal of
Environmental Science and Health, Part C: Environmental Carcinogenesis and
Ecotoxicology Reviews, v. 35, n. 1, p. 77-96, 2017.

BURLAND, T. M.; CORNARA, L. Copaiba oleoresin: Composition and biological
activity. Natural Product Communications, v. 12, n. 7, p. 1153-1156, 2017.

CALIXTO, J. B. Biodiversidade como fonte de medicamentos. Ciéncia e Cultura, v. 55, n.
3, p. 37-39, Séao Paulo, 2003.

CONDE, A. R. et al. Sistema agroflorestal com andirobeira (Carapa guianensis Aubl.) na
Amazodnia brasileira. Revista Arvore, v. 37, n. 6, p. 1091-1099, 2013.

FERRAZ, J. et al. Restoration of seasonally flooded forest in the Amazon, Brazil:
Vegetation establishment following enrichment planting. Restoration Ecology, v. 10, n. 4,
p. 483-490, 2002.

FISH, L. et al. Tree Flora of Sabah and Sarawak, Volume 5. Kota Kinabalu: Forest
Research Institute Malaysia, 1995.

FRANCO, A. B. A Casa-Grande & o Sobrado: Arquitetura e vida doméstica nas familias
de poder da Amazonia (1870-1940). Manaus: Editora da Universidade Federal do
Amazonas, 1998.

GUIMARAES, R. D. A. et al. Produtos da flora brasileira com uso na agricultura: andiroba
(Carapa guianensis Aubl.). Informe Agropecuario, v. 7, n. 82, p. 59-61, 1970.

HANAZATO, T. The role of Daphnia in freshwater ecosystem: A review. Hydrobiologia,
v. 363, n. 1-3, p. 159-167, 1998.

KNIE, E.; LOPES, S. Fisiologia digestiva em animais. Sao Paulo: Editora ABC, 2004.



18

KUNGOLOS, A.; SAMARAS, P.; KIPOPOULOU, A.M.: ZOUMBOULIS, A. &
SAKELLAROPOULQS, G. P. Interactive toxic effects of agrochemicals on aquatic
organisms. Wat. Sci. Tech. 40: 357-364, 1999.

MENDONCA, F. Clima, Tropicalidade e satide: uma perspectiva a partir da intensificacdo
do aquecimento global. Revista Brasileira de Climatologia, v. 1, n. 1, p. 100-112, 2005.

MENDONCA, R. M. N.; FERRAZ, I. D. K. Métodos de extracao do 6leo de andiroba
(Carapa guianensis Aubl.). Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v. 9, n. 1, p. 99-106,
2007.

NAYAK, B. S. et al. Evaluation of wound-healing activity of oil from Anacardium
occidentale. Phytotherapy Research, v. 25, n. 6, p. 922-926, 2011.

NERY, F. O. O dleo de andiroba como repelente para a dengue. Revista Brasileira de
Satude Publica, v. 12, n. 3, p. 45-60, 2014.

NERY, V. (2014). Apae cria repelente a base de d0leo de andiroba para combater a
dengue - noticias em Acre. Disponivel em:
https://gl.globo.com/ac/acre/noticia/2014/10/apae-cria-repelente-base-de-oleo-de-andiroba-
para-combater-
dengue.html#:~:text=Nesta%20quinta%2Dfeira%20(23).natural%20desde%20julho%20des
te%20ano . Acesso em: 28 jun. 2022.

NIETO, D. Daphnia magna as a model organism in aquatic toxicology. Water Research,
v.34,n. 1, p. 225-232, 2000.

PENIDO, A. B. et al. Investigacao etnobotanica, quimica e farmacologica de 6leos
essenciais das espécies do género Copaifera L. (Leguminosae-Caesalpinioideae). Revista
Brasileira de Farmacognosia, v. 16, n. 4, p. 475-486, 2006.

PESCE, C. Oleaginosas da Amazodnia. Belém, Revista da Veterinaria, 1941. 128p.

PINTO, L. S. Oleo de andiroba: seu uso como repelente de insetos. Boletim do Museu
Paraense Emilio Goeldi, v. 14, n. 2, p. 289-294, 1963.

RATTE, H. T. et al. Guidelines for algal and cyanobacterial biomonitors of freshwater
and terrestrial environments. Jena: VCH, 2003.

RIBEIRO, A. et al. Estudo preliminar sobre a atividade anti-inflamatoria do 6leo de
andiroba (Carapa guianensis Aubl., Meliaceae). Revista Brasileira de Farmacognosia, v.
9,n. 1, p. 40-42, 1999.

SHANLEY, P.; LONDRES, M. Brasilian copaiba oil: sustainability and market potential of
an ancient Amazonian remedy. Forest Ecology and Management, v. 261, n. 9, p. 1557-
1565, 2011.


https://g1.globo.com/ac/acre/noticia/2014/10/apae-cria-repelente-base-de-oleo-de-andiroba-para-combater-dengue.html#:~:text=Nesta%20quinta%2Dfeira%20(23),natural%20desde%20julho%20deste%20ano
https://g1.globo.com/ac/acre/noticia/2014/10/apae-cria-repelente-base-de-oleo-de-andiroba-para-combater-dengue.html#:~:text=Nesta%20quinta%2Dfeira%20(23),natural%20desde%20julho%20deste%20ano
https://g1.globo.com/ac/acre/noticia/2014/10/apae-cria-repelente-base-de-oleo-de-andiroba-para-combater-dengue.html#:~:text=Nesta%20quinta%2Dfeira%20(23),natural%20desde%20julho%20deste%20ano
https://g1.globo.com/ac/acre/noticia/2014/10/apae-cria-repelente-base-de-oleo-de-andiroba-para-combater-dengue.html#:~:text=Nesta%20quinta%2Dfeira%20(23),natural%20desde%20julho%20deste%20ano

19

SHAW, J. L. Daphnia as an emerging model for toxicological genomics. In: TIERNEY, K.
B. (Ed.). The Toxicology of Fishes. CRC Press, 2008. p. 163-184.

SISINNO, Cristina Lucia Silveira; OLIVEIRA-FILHO, Eduardo Cyrino. Principios de
toxicologia ambiental. Rio de Janeiro: Interciéncia, 2013.

WOLLENBERGER, L. Acute and chronic toxicity of organic chemicals to cladocerans. In:
CALOW, P. (Ed.). Handbook of Ecotoxicology. Oxford: Blackwell Science, 2000. p. 166-
181.

ZAGATTO, P. A.; BERTOLETT, M. M. Anélises quimicas de efluentes industriais
complexos e estimativa de seus efeitos sobre organismos aquaticos. Quimica Nova, v. 29,
n. 5, p. 1085-1092, 2006.



20

CAPITULO 2 - AVALIACAO ECOTOXICOLOGICA DE Daphnia
magna, SUBMETIDA AO OLEO DE ANDIROBA, USADO COMO REPELENTE
NATURAL

ECOTOXICOLOGICAL EVALUATION OF Daphnia magna, SUBMITTED TO
ANDIROBA OIL, USED AS A NATURAL REPELLENT

RESUMO

A diferenga entre toxicidade aguda e cronica ¢ fundamental, destacando a importancia da
avaliacdo dos efeitos do 6leo de andiroba em organismos aquaticos, como a Daphnia magna,
antes de seu uso como repelente de mosquitos em larga escala. Além disso, ¢ mencionada a
relevancia dos testes de toxicidade em invertebrados aquaticos para a determinacdo dos
impactos quimicos no meio ambiente, bem como a integragdo da ecologia com a toxicologia
na ecotoxicologia. A pesquisa avaliou a toxicidade aguda do 6leo de andiroba em Daphnia
magna, analisando a imobilidade e mortalidade das Daphnias e apresentando os resultados
como média + desvio padrdo. A técnica estatistica de analise probit foi usada para calcular
os valores de CE50, enquanto a analise estatistica foi realizada com ANOVA ou Kruskall
Wallis, seguida pelo teste post-hoc de Tukey. Os resultados mostram como o 6leo de
andiroba afetou as Daphnias em diferentes concentragdes e tempos de exposi¢do, destacando
a importancia da compreensao dos impactos ambientais. Esses insights sdo importantes para
a avaliacao de riscos no ambiente aquatico.

Palavra-chave: toxicidade. Ecotoxicologia. Daphnias.

ABSTRACT

The difference between acute and chronic toxicity, highlighting the importance of evaluating
the effects of andiroba oil on aquatic organisms, such as Daphnia magna, before its use as a
large-scale mosquito repellent. It also mentions the relevance of toxicity tests on aquatic
invertebrates for determining chemical impacts on the environment, as well as the integration
of ecology with toxicology in ecotoxicology. The research evaluated the acute toxicity of
andiroba oil on Daphnia magna. analyzing the immobility and mortality of Daphnias,
presenting the results as mean + standard deviation. The statistical technique of probit

analysis was used to calculate EC50 values, while statistical analysis was performed with
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ANOVA or Kruskall Wallis, followed by Tukey's post-hoc test. The results show how
andiroba oil affected Daphnias at different concentrations and exposure times, highlighting
the importance of understanding environmental impacts. These insights are valuable for risk
assessment in the aquatic environment.

Key words: toxicity. Ecotoxicology. Daphnias.

INTRODUCAO

A toxicidade aguda refere-se aos efeitos toxicos imediatos de uma substancia em um
organismo exposto a uma dose Unica ou em curto prazo. J& a toxicidade cronica refere-se aos
efeitos toxicos cumulativos ou em longo prazo em um organismo exposto a uma substancia
por um periodo prolongado. Assim, ¢ importante avaliar a toxicidade aguda e cronica do 6leo
de andiroba em organismos aquaticos, como a Daphnia magna, antes de considerar seu uso
como repelente de mosquitos em larga escala para o controle.

Nesse sentido, a realizacdo de testes de toxicidade com invertebrados aquaticos
fornece importante suporte na determina¢do de impactos quimicos ao meio ambiente
(GHERARDI-GOLDSTEIN et al., 1990). A caracterizacao ecotoxicoldgica de efluentes
liquidos industriais ¢ uma ferramenta para agdes de controle da polui¢do das d4guas. Com um
quadro de contaminagdo ambiental evidente e agravando-se a cada dia, existe preocupacao
com o aumento dos casos de poluicdo no ambiente, bem como com os reflexos desse fato
para sua qualidade. Para identificar o nivel de polui¢do no ambiente, utilizam-se os conceitos
de toxicologia, que consistem no estudo dos efeitos deletérios causados por determinadas
substancias em organismos vivos (BAIRD; CANN, 2011).

Além disso, esses testes de toxicidade podem ser definidos como procedimentos nos
quais as respostas dos organismos testados sdo utilizadas para detectar ou avaliar os efeitos
adversos ou ndo de uma ou mais substancias sobre os sistemas biologicos (GHERARDI-
GOLDSTEIN et al., 1990). Dentre os objetivos de aplicacdo do teste de toxicidade, um dos
principais consiste em obter dados cientificos que possam ser aplicados para a avaliacao do
risco de substincias quimicas ao ecossistema e a dinimica populacional (DORR et al., 2014).
Green e Wheeler (2013), em experiéncias ao longo de vérios anos com diferentes organismos
(algas, crustaceos e peixes), relatam que a utilizacdo de solventes na concentracao

recomendada no protocolo padronizado ndo causa efeitos sobre os organismos teste.
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Nesse contexto, a toxicologia tem sido definida como o corpo da ciéncia dedicado a
investigar os efeitos nocivos produzidos a partir de compostos quimicos nos organismos
vivos (COSTA, 2018). Nos testes toxicologicos, ¢ fundamental determinar qual organismo-
teste melhor se adapta para identificar como seus efeitos sao manifestados. A necessidade de
quantificar os efeitos da polui¢do nos organismos vivos gerou a integracdo da ecologia com
a toxicologia (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013), e, de acordo com Dorr et al. (2014),
essa interagdo ficou denominada ecotoxicologia. Ela abrange a caracterizacdo, a
compreensdo € o prognostico dos efeitos deletérios de substdncias, visando manter e
aumentar a produgdo com menor uso de recursos naturais e fertilizantes sintéticos (DORR et
al., 2014).

Assim, os testes de toxicidade agudas demandam mais tempo e trabalho; no entanto,
quando comparados com os testes de toxicidade cronica de uma geracdo, permitem obter
melhores resultados sobre o risco potencial real do objeto de estudo (MASELLI et al., 2017).
Existem diversos testes de toxicidade ja bem estabelecidos, sendo que alguns sdo
padronizados em ambito nacional e internacional por associacdes ou organizagdes de
normaliza¢do, como a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) (ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2006).

Portanto, os objetivos deste trabalho foram: a) determinar a toxicidade aguda e
cronica do 6leo de andiroba em Daphnia magna, utilizando diferentes concentragdes do
produto quimico e avaliando a sobrevivéncia do organismo aquatico apds uma exposi¢ao
(CE50) em 24, 48 ¢ 96 horas. b) Contribuir para os estudos de toxicidade aguda e cronica,
avaliando os efeitos do 6leo de andiroba em curto prazo em Daphnia magna. Nesse
sentido, a andlise de diferentes concentragdes do produto quimico € importante para
entender como a toxicidade varia com a quantidade de exposi¢do. ¢) Comparar os
resultados do estudo com os valores limites de toxicidade estabelecidos por agéncias
reguladoras para avaliar se o uso do 6leo de andiroba como repelente para controle da

dengue ¢ seguro para organismos aquaticos.

METODOLOGIA
A pesquisa foi conduzida no Laboratorio de Analises de Agua e Limnologia da

Universidade Federal do Acre, localizado no Campus de Cruzeiro do Sul. Para avaliar a



toxicidade aguda do o6leo de andiroba em Daphnia magna, neonatos com idades entre 2 e
26 horas foram expostos a amostras qualitativas ou a diferentes dilui¢des quantitativas da
substancia por um periodo de 24 ¢ 48 horas. Para o cultivo dos organismos-teste foi
utilizado o meio EPA, que ¢ composto por NaHCO3, NaCl, MgSO4 e KCl, dissolvidos em
agua destilada.

Além disso, as culturas de Daphnia magna foram mantidas em temperatura
controlada de 25°C, e a densidade de alga foi mantida em 1x10° células/mL. Para o cultivo
da microalga Chlorella sorokiniana foi utilizado o meio Bold's Basal Medium (BBM)
recomendado pelo Centro de Cultura de Algas e Protozoarios de Cambridge (CCAP). Os
neonatos de Daphnia magna foram obtidos a partir de fémeas ovigeras, mantidas em
culturas selecionadas, e foram expostos a diferentes concentragdes da substancia testada
em frascos de vidro com meio EPA e C. sorokiniana como fonte de alimento. Assim
segundo Knie e Lopes (2004), os espécimes usados no ensaio foram inseridos com menos
de 24h para uso em bioensaios. Conforme Ratte et al. (2003), a diferenga de sensibilidade
esta relacionada com a idade e com o tempo de exposicao.

Desse modo, foram utilizadas trés repeticdes para o controle e cinco concentragdes
(0,1,0,2,04, 0,8 ¢ 1,6 % (ou mL.L"") de 6leo de andiroba, onde em cada concentragio,
foram realizados testes em 24, 48, 72 e 96 horas, utilizando cinco neonatos em cada
repeticdo (ABNT, 2016). A contagem de organismos sobreviventes foi realizada
diariamente. Os valores de CE50, que representam a concentracdo efetiva mediana que
causa efeito agudo em 50% dos organismos no tempo de exposi¢do, foram calculados
utilizando a analise Probit. Além disso, a regressao linear e o coeficiente de correlagao de
Pearson também foram determinados usando o programa Past. As condig¢des
experimentais foram mantidas em uma sala climatizada a 20°C, no escuro.

A égua utilizada para a dilui¢do pode ser recuperada ou natural. O ambiente natural
foi demonstrado por um teste de viabilidade, com agua natural, no qual ndo houve
exposi¢ao a no minimo 15 organismos de teste distribuidos em trés réplicas (ABNT,
2016), e a percentagem fixada de mortalidade fosse inferior ou igual a 10% de exposicao
por 48 horas, no controle. O método incluiu a exposi¢do de recém-nascidos do género
Daphnia em uma amostra (qualitativa) ou diluigdes multiplas de uma amostra

(quantitativa), durante o um periodo do teste.
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Foram realizadas analise dos dados de imobilidade e/ou mortalidade de Daphnias;
e os resultados, apresentados como média + desvio padrao (DP). Os valores de CE50
também foram calculados usando andlise probit que é uma técnica estatistica usada para
determinar a concentragdo de uma substancia que causa um efeito especifico em 50% dos
organismos expostos. Além do mais, a analise estatistica foi realizada por meio de analise
de variancia unidirecional (ANOVA) ou teste de Kruskall-Wallis, dependendo da
normalidade e homogeneidade de variancia (avaliadas pelo teste Shapiro Wilk), seguida
pelo teste post-hoc de Tukey para avaliar a significancia estatistica das diferencas entre as
respostas aos tratamentos. A significancia estatistica foi estabelecida ao nivel de p < 0,05.

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o software Graphpad.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados indicam que o 6leo de andiroba teve um efeito toxico nas Daphnias em
ambos os tempos de exposi¢do (24h e 48h). Os coeficientes de determinagdo e correlacao de
Pearson mostraram uma forte correlagdo positiva entre as concentragdes e a mortalidade em
24h e uma correlagdo moderada em 48h. Isso significa que quanto maior a concentragao de
oleo de andiroba, maior é a mortalidade dos Dafinideos.

Os valores de CEsp para os testes de toxicidade aguda foram de 0,6370 para 24h.,
0,7290 para 48h., 0,4511 para 72h. e de 0,3493 mL.L"!, para 96h. No estudo de Miura et al.
(2021), foi avaliado a toxicidade aguda do organismo modelo Daphnia magna de sete 6leos
essenciais de interesse em aquicultura, sendo eles:
Lippia alba, Lippia gracilis, Mentha piperita, Ocimum gratissimum and Piper callosum,
que apresentaram varia¢do na CEso-4gh, 3,59 mg.L! para 43,74mg.L, sendo mais toxicos que
o0 6leo de andiroba. Por outro lado, para o biopesticida Neem, a Concentracao efetiva mediana
(CEso4sn.) para D. magna foi 0,17mlL"!, valor inferior ao observado neste estudo.
Similarmente, as CEso de Daphnia magna e outros micro-organismos, em diferentes tempos
de exposicdo descritos na TABELA 1, foram também inferiores aos valores encontrados em
nosso estudo. Por outro lado, foi encontrado também alguns valores maiores (1,43% e

5.20%), para Daphnia magna e Chlorella vulgaris, respectivamente.
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TABELA 1. Valores de CEso, em diferentes tempos de exposi¢do, para diversos micro-
organismos aquaticos expostos a compostos oleaginosos e/ou de origem constantes na

literatura
Organismo-teste Substancia - CEsooulCso Referéncia
Tempo de
€Xposicao
Daphnia magna Aguas residuais 1,2 mg.L"! Paixdo et al. (1999)

Aedes stephensi
(larva)
Aedes aegypti (larva)

Culex
quinquefasciatus
(larva)

Culex
tritaeniorhynchus

(larva)
Vibrio fisheri

Daphnia magna

Chlorella vulgaris

oriundas da
producdo de
azeite - 24 h.
Oleos essenciais
-24 h.

Oleos essenciais
-24 h.

Oleos essenciais
-24 h.

Oleos essenciais
-24 h.

Aguas residuais
do 6leo extraido
da azeitona
(30min)

Aguas residuais
do oleo extraido
da azeitona (48h;)
Aguas residuais
do 6leo extraido
da azeitona (96h.)

(0,0012mL.L")

61,65 ug.mL"!
(0,00006165mL.L")
67,13 ug.mL"!
(0,00006713mL.L")
72,45 pg.mL!
(0,00007245mL.L")

78,87 ng.mL"!
(0,00007887mL.L")

0,24 % (0,24 mL.L")

1,43% (1,43 mL.L")

5,20% (5,20
mL.L")

Govindarajan et al.
(2016)
Govindarajan et al.
(2016)
Govindarajan et al.
(2016)

Govindarajan et al.
(2016)

Babic et al. (2019)

Babic et al. (2019)

Babic et al. (2019)

Nesse estudo, concluiu-se que a concentracdo de 6leo de andiroba necessaria para

causar efeito téxico em 50% dos dafinideos, mostrando que houve um aumento significativo

na mortalidade das Daphnias a partir da concentragdo de 5% de 6leo de andiroba, e que houve

uma diminui¢do significativa na mortalidade em resposta ao aumento das concentragdes de

adicdo. Isso sugere que a substancia tem um efeito toxico em uma concentragao relativamente

baixa, mas que, em concentragdes mais elevadas, pode haver uma redugdo no efeito toxico.

FIGURA 1.1 Regressao linear das concentracdes para determinar as porcentagens da

mortalidade para Daphnia magna apds 24 h (a), 48 h (b), 72h (c) e 96h (d). de exposi¢do ao

oleo de andiroba.
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Os resultados da anélise de variancia revelaram resultado significativo para todas as

concentragdes (TABELA 2.1), em 24h., 48h., 72h. e 96h. (p <0,05), e a comparagdo entre

os pares de médias, realizada através do Teste de Tukey ¢ apresentada na TABELA 2.2.

TABELA 2.1 ANOVA para 24, 48, 72 e 96 horas, em diferentes concentracdes do oleo de

andiroba.
F P
24-h 9,055 0,0009
48-h 13,47 0,0001
72-h 21,36 <0,0001
96-h 11,58 0,0003

Fonte: Os autores
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TABELA 2.2 Resultados do Teste de Tukey para 24, 48, 72 e 96 horas, em diferentes
concentragoes do 6leo de andiroba



Teste de comparagao
multipla de Tukey

Ovs.0,2
0,1vs.0,2
Ovs.0,4
0,1vs.0,4
0,2vs.0,4
Ovs.0,8
0,1vs.0,8
0,2vs.0,8
0,4vs.0,8
Ovs. 1,6
0,1vs. 1,6
0,4vs. 1,6
0,2vs. 1,6
0,8 vs. 1,6

Teste de comparagdo
multipla de Tukey

Ovs.0,1
Ovs.0,2
0,1vs.0,2
Ovs.0,4
0,1vs.0,4
0,2vs.0,4
Ovs.0,8
0,1vs.0,8
0,2vs.0,8
0,4vs.0,8
Ovs. 1,6
0,1vs. 1,6
0,2vs.1,6
0,4vs. 1,6

24 horas

Diferenga de média  Significante?

-26,67
-20
-80

-73,33

-53,33

-33,33

-26,67

-6,667

46,67

-93,33

-86,67

-13,33

-66,67
-60

48 horas

Diferenga de média  Significante?

-13,33
-26,67
-13,33
-33,33
-20
-6,667
-53,33
-40
-26,67
-20
-93,33
-80
-66,67
-60

Nao
Sim
Sim
Sim

Sim

Fonte: Os autores

Sumario

Ns
Ns

* %

*

Ns
Ns
Ns
Ns
Ns

* %
* %

Ns

*

Ns

Sumario

Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns

Ns
Ns
Ns

* % %k
% % %k
* %

* %

Valor de P ajustado

0,6837
0,8691
0,0082
0,0153
0,0975
0,4748
0,6837
0,9989
0,1746
0,0025
0,0045
0,9728
0,0285
0,0531

Valor de P ajustado

0,8937
0,3533
0,8937
0,1677
0,6326
0,9941
0,0126
0,0728
0,3533
0,6326
0,0001
0,0005
0,0023
0,0053

C-E
D-E
A-F
B-F
C-F
D-F



Teste de comparagao multipla de
Tukey

0vs. 0,2
0vs. 0,4
0vs. 0,8
Ovs. 1,6
0,1 vs. 0,2
0,1 vs. 0,4
0,1 vs. 0,8
0,1vs. 1,6
0,2 vs. 0,4
0,2 vs. 0,8
0,2 vs. 1,6
0,4 vs. 0,8
0,4 vs. 1,6
0,8 vs. 1,6

Teste de comparagao multipla de
Tukey

0vs.0,2
0vs. 0,4
0vs. 0,8
0Ovs. 1,6
0,1 vs. 0,2
0,1 vs. 0,4
0,1 vs. 0,8
0,1 vs. 1,6
0,2vs. 0,4
0,2 vs. 0,8
0,2 vs. 1,6
0,4 vs. 0,8
0,4 vs. 1,6
0,8 vs. 1,6

72 horas

Diferenga de média

20
26,67
86,67
93,33
6,667
13,33
73,33
80
6,667
66,67
73,33
60
66,67
6,667

96 horas

Diferenca de média

33,33
26,67
93,33
93,33
0
6,667
60
60
-6,667
60
60
66,67
66,67
0

Significante?

Nao
Nao
Sim
Sim
Nao
Nao
Sim
Sim
Nao
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao

Significante?

Sim
Nao

Sumario

kK%
*%

k3

Sumario

Ns

skesksk

kkk

*

Ns

Adjusted Valor de
P ajustado

0,5886
0,3086
0,0001

<0,0001
0,9927
0,8741
0,0007
0,0003
0,9927
0,0015
0,0007
0,0036
0,0015
0,9927

Valor de P
ajustado

0,348
0,5674
0,0008
0,0008

>0,9999
0,9979
0,0246

0,0246

0,9979

0,0246

0,0246

0,0121

0,0121

>0,9999

A-C
A-D
A-E

B-C
B-D
B-E
B-F
C-D
C-E
C-F
D-E

E-F

A-C
A-D
A-E
A-F
B-C
B-D
B-E
B-F
C-D
C-E
C-F
D-E
D-F
E-F

Os valores de CE50 (a concentrag@o que causa efeito em 50% dos organismos) foram

de 6,878% para 24 horas e 2,778% para 48 horas de exposi¢do ao 6leo de andiroba. Isso

significa que a concentragdo necessaria para causar efeito em 50% dos organismos testados

¢ relativamente baixa. A partir dessas concentragdes, a substancia causou um efeito toxico

significativo nos organismos testados. O estudo de Wong et al. (2009) também observou

efeitos toxicos semelhantes em outras substancias similares ao 6leo de andiroba em Daphnia.
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Logo, os resultados sugerem que o 6leo de andiroba tem efeitos subletais e letais nos
organismos de Daphnia, o que pode afetar as cadeias alimentares aquaticas e a biodiversidade
desses ecossistemas. Por isso, € importante considerar o impacto dessas substancias quando
utilizadas no combate a contaminacdo por dengue e malaria, especialmente em ambientes
aquaticos sensiveis.

Concluiu-se, portanto, que o 6leo de andiroba tem potencial téxico para organismos
aquaticos como Daphnia magna, e que concentragdes mais elevadas da substancia sao mais
prejudiciais. Isso pode indicar que a substancia 6leo de andiroba também apresenta um efeito

toxico em D. magna e pode ser util para avaliar a toxicidade de outros produtos quimicos.
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CAPITULO 3 - DEMOGRAFIA E CICLO DE VIDA DE Daphnia magna,
SUBMETIDA A TOXICIDADE DO OLEO DE ANDIROBA UTILIZADO COMO
REPELENTE NATURAL

DEMOGRAPHY AND LIFE CYCLE OF Daphnia magna, SUBJECTED TO THE
TOXICITY OF ANDIROBA OIL USED AS A NATURAL REPELLENT

RESUMO

A Daphnia magna ¢ um organismo modelo comum usado em testes toxicologicos, devido a
sua ampla distribuicdo em ambientes aquaticos e ao seu ciclo de vida curto, além de ser facil
de criar em laboratério. Para o cultivo de claddceros e para experimentos foi, usada adgua
natural e algas da espécie Chlorella sorokiniana, como dieta. Para a cultura de Daphnias foi
utilizado o meio EPA modificado. As condigdes experimentais gerais incluiram o uso de
frascos transparentes de 50 mL, contendo uma proporcao de 1:1 de 4gua do meio e substancia
teste nos tratamentos, e controle com dgua do meio. Cada frasco de teste recebeu 10 neonatos
(<24 h) do organismo teste, Daphnia magna. Foram realizados calculos relacionados a
analise demografica, como duracdo média de vida, expectativa de vida, taxa bruta de
reproducao, taxa liquida da de reproducgdo, tempo de geracdo e taxa intrinseca de crescimento
populacional. Em geral, a toxicidade do 6leo de andiroba provocou mortandade em Daphnia
magna em comparacdo com o controle, independentemente de qualquer concentragdo
testada. Os padroes de fertilidade de D. magna mostraram diminuicdo na producgdo de
neonatos com o aumento da concentragdo do 6leo de andiroba. Os resultados do experimento
indicaram que o 6leo de andiroba teve efeitos toxicos em Daphnia magna, sendo importante
para avaliar a seguranca desse produto quimico, contribuindo significativamente para a
compreensdo dos riscos associados ao seu uso.

Palavras-chave: Toxicidade. Ciclo de vida. Daphnia magna.

ABSTRACT

Daphnia magna is a common model organism used in toxicological testing because it is
widely distributed in aquatic environments, has a short life cycle and is easy to rear in the
laboratory. For the cultivation of cladocerans and for experiments, natural water and algae of

the species Chlorella sorokiniana was used as diet. For Daphnia culture, modified EPA
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medium was used. And the general experimental conditions were: 50 mL transparent bottles,
in a 1:1 ratio, of medium water and test substance, in treatments and control with medium
water, where each test bottle received 10 neonates (<24 h) from the test organism, Daphnia
magna. Calculations related to demographic analysis were determined, such as average
lifespan, life expectancy, gross reproduction rate, net reproduction rate, generation time and
intrinsic population growth rate. In general, the toxicity of andiroba oil promoted mortality
in Daphnia magna compared to the control, regardless of any concentration tested. The
fertility patterns of D. magna showed a decrease in the production of neonates with increasing
andiroba oil concentration. The results of the experiment indicated that andiroba oil had toxic
effects on Daphnia magna, being important to evaluate the safety of this chemical product,
contributing significantly to the understanding of the risks associated with its use.

Key words: Toxicity. Life cycle. Daphnia magna.

INTRODUCAO

A Daphnia magna ¢é frequentemente usada como organismo modelo em testes
toxicolégicos (TKACZYK et al., 2021), como os experimentos de 21 dias, devido a varias
vantagens apresenta, incluindo facilidade de criagdo em laboratorio, o que torna uma opgao
atraente para experimentos em grande escala. Além disso, sua sensibilidade aos compostos
toxicos permite que reaja rapidamente a concentracdes subletais dessas substancias,
tornando-a um organismo modelo util para detectar e avaliar efeitos toxicos em testes de
curto prazo. Por ser de pequeno porte, a Daphnia magna ¢ um organismo relativamente facil
de manipular experimentalmente, o que também ajuda a minimizar os custos de manutencao.

Os dafinideos sdo microcrustaceos zooplanctonicos abundantes em lagos e lagunas
de 4gua doce, pois sdo eficazes herbivoros no fitoplancton, que ¢ o principal produtor
primario em aguas continentais. Além disso, s3o uma escolha preferencial como alimento
para vertebrados e invertebrados predadores (Cooney, 1995). A Daphnia magna, em
particular, desempenha um papel fundamental na cadeia alimentar aquatica e ¢
frequentemente utilizada como alimento para peixes € outros organismos maiores.

Assim, a Daphnia magna ¢ um organismo modelo comumente utilizado em testes
toxicolédgicos, devido a sua ampla distribuicdo em ambientes aquaticos, ciclo de vida curto e

facilidade de criacdo em laboratério. Este microcrustaceo ¢ sensivel a substancias toxicas e
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¢ facilmente cultivado em laboratério, tornando-se um modelo 1til nesta area (BOWNIK,
2017). Ela desempenha papel significativo nos estudos de toxicidade em dgua, uma vez que
0s organismos aquaticos habitam ambientes naturais semelhantes a dgua, destacando-se
ainda o curto periodo de exposicao e os pequenos volumes de amostras utilizados, aspectos
essenciais na utilizacao deste microcrustaceo (ABNT, 2016).

Nesse contexto, os espécimes usados em bioensaio devem ser inseridos com menos
de 24 horas para uso em bioensaios (KNIE; LOPES, 2004). De acordo com Zagato (1988), a
diferenca de sensibilidade esta associada a idade e com ao tempo de exposi¢ao. Os dados
sobre a historia de vida coletados ao longo do ciclo de vida dos organismos no teste podem
ser posteriormente processados para estimar as taxas especificas de sobrevivéncia e
fecundidade especificas da idade ou do estagio.

Portanto, para realizar tal estudo ¢ necessario abordar os seguintes objetivos deste
trabalho: a) Avaliar a toxicidade cronica do 6leo de andiroba em Daphnia magna, utilizando
concentragdes subletais do produto quimico e avaliando o efeito na reproducdo, crescimento
e sobrevivéncia dos organismos ao longo do tempo. b) Identificar os efeitos do 6leo de
andiroba em diferentes estagios de desenvolvimento de Daphnia magna, para entender se ha

alguma idade do ciclo de vida do organismo aquético que seja mais sensivel a substancia.

MATERIAL E METODOS

Para a manutengdo de Daphnias, cultura de algas as cepas das algas foram obtidas
do laboratério de Analises de Agua e Limnologia e foram cultivadas em lotes em frascos
transparentes de 2 litros usando meio Bold' (BOROWITZKA; BOROWITZKA, 1988). A
densidade das algas foi determinada utilizando uma camara de Neubauer. As culturas estoque
em frascos experimentais foram mantidas a 23+1°C, pH 7,0 a 7,5 e iluminagao fluorescente
continua, mas difusa (NANDINI; SARMA, 2003).

Para o cultivo de cladoceros e para experimentos, foi utilizada 4gua natural e apenas
algas como dieta. Para a cultura de Daphnias, o meio EPA foi preparado dissolvendo 0,095¢g
de NaHCO3, 0,06g de CaSO4, 0,06g de MgS04 ¢ 0,002g de KCl em um litro de 4gua natural.

Quanto ao produto utilizado no experimento, foi o 6leo de andiroba. Todas as

concentragdes da substancia testada foram adequadamente baseadas na concentragao real do
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ingrediente ativo. Como as espécies de cladoceras testadas diferiam em sua tolerancia ao
6leo, conduzimos separadamente uma série de testes preliminares de alcance.

Quanto a tabela de vida demografica, as condigdes experimentais gerais foram as
seguintes: frascos transparentes de 50 mL como recipientes de teste; cada concentracao de
6leo de andiroba foi dissolvida em 25 ml de 4dgua destilada mais 25 ml de meio EPA com
1x106 células/ml de cada frasco de teste recebeu 10 neonatos (<24 h) do organismo teste.
Foram usadas trés réplicas para cada concentracdo e as observagdes dos experimentos eram
realizadas, em dias intercalados, onde os organismos eram contados e os neonatos nascidos

eram descartados.

Ngl+ng2

Duragao média de vida: Lx = >

. . T.
Expectativa de vida: e, = n—"

X

Taxa bruta de reproducdo: R = Y.’ m,
Taxa de reprodugdo liquida: Ry = X5’ L. m,

YO Lemyx X

Tempo de geragao: T = -
0

n

Taxa de crescimiento populacional a cada diazz e ™. l,m, =1+
X=w

Onde | = Propor¢do de sobreviventes no inicio da idade x (dias), m = Progénie
produzida pela fémea na idade x, T = Numero cumulativo de individuos desde a idade até a
idade maxima, n = nimero de individuos vivos no inicio da idade x.

Na analise estatistica realizada, dependendo da normalidade e/ou heterogeneidade de
variancia, foi utilizado transformacao de dados em log(x)+1. Em seguida, de acordo com
esses pressupostos, foi realizada a analise de variancia ANOVA ou o teste Kruskall-Wallis,
seguido pelo teste post-hoc de Tukey ou Dunn, para avaliar a significancia estatistica das
diferencas entre as respostas dos tratamentos. O nivel de significancia estatistica foi
estabelecido em p igual ou menor que 0,05. Todas as analises estatisticas foram conduzidas

utilizando o software Past.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As figuras 2.1(a, b, ¢, d e f) apresentam as curvas de sobrevivéncia do controle e dos
tratamentos com exposi¢do ao 6leo de andiroba. Em geral, a toxicidade do 6leo de andiroba
resultou em mortalidade em Daphnia magna em comparagao com o controle (p < 0,05),
independentemente da concentragdo testada. As maiores mortalidades ocorreram nos dias 8
e 10 na maioria dos tratamentos. As curvas de expectativa de vida por idade de Daphnia
magna nas diferentes concentragdes testadas mostraram uma diminui¢do na sobrevivéncia
com o aumento da idade da coorte. De forma geral, para D. magna, qualquer incremento no
oleo de andiroba resultou em diminuicao da sobrevivéncia.

Miiller et al. (2019), observando a toxicidade cronica em concentragdes cerca de dez
vezes maiores, em fragdo soluvel de diesel, também um o6leo de origem vegetal, relataram
que afetou a longevidade. Assim, o 6leo de andiroba afetou as curvas de sobrevivéncia ao
longo do ciclo de vida de Daphnia, mesmo quando usado em propor¢des minimas.

As figuras 2.2 (a, b, ¢, d, e e f) apresentam a fertilidade diaria do controle e cinco
tratamentos. Assim, a Daphnia magna produziu neonatos durante a maior parte do seu ciclo
de vida; no entanto, o nimero de neonatos por episodio reprodutivo foi baixo. Os padrdes de
fertilidade de D. magna mostraram diminui¢do na produg¢do de neonatos com o aumento da
concentragdo do 6leo de andiroba. Isso foi similar ao observado por Maranho et al. (2014),
quando relataram em um teste de toxicidade cronica com 6leo de Neem em Daphnia magna,
onde concentragdes semelhantes as usadas neste estudo afetaram a reproducao. Diante disso,
concluimos que o 6leo influenciou negativamente na descendéncia de Daphnia magna.

Em geral, a producdo de descendentes ndo seguiu um padrao ao longo dos dias em
todos os tratamentos, mas foi menor nas maiores concentragdes, entre 0.4 e 1,6%. Os
neonatos foram mais sensiveis do que os adultos a exposi¢@o ao 6leo de andiroba. Os efeitos

toxicos incluem impactos na sobrevivéncia, reproducao e desenvolvimento da espécie.

FIGURA 2.1 Sobrevivéncia (1x) de Daphnia magna cultivada em meio EPA (a) e oleo de
andiroba a 0,1 ¢ 0,2 (b e ¢).
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FIGURA 2.1 (cont.). Sobrevivéncia (1x) de Daphnia magna cultivada em 6leo de andiroba
a0,4,0,8¢e1,6% (d, e, 1).
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FIGURA 2.2 Fertilidade (mx) de Daphnia magna cultivada em meio EPA (a) e 6leo de
andiroba a 0,1 ¢ 0,2 (b e ¢).
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FIGURA 2.2 (cont.). Fertilidade (mx) de Daphnia magna cultivada em 6leo de andiroba a
0,4,0,8 ¢ 1,6% (d, e, f).
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A TABELA 3.1 apresenta um sumario dos resultados obtidos para Analise de
Variancia ou Teste de Kruskall-Wallis de D. magna quando os neonatos foram submetidos
ao controle e aos diferentes tratamentos propostos. Todos os tratamentos apresentaram
diferenca estatistica significativa (p = < 0,05). Os resultados obtidos no Teste de Tukey ou
de Dunn sdo apresentados na tabela 2, que mostra o valor de p representando a significancia
entre os tratamentos. Foram observadas diferengas entre o controle e os tratamentos.

Em estudos realizados por Viana et al. (2023) em Daphnia magna, utilizando agua
contaminada com residuos de petroleo, considerada altamente impactante, observou-se uma

redu¢do na reproducao e uma queda na taxa intrinseca de crescimento populacional.

TABELA 3.1 — Resultados da ANOVA ou Kruskall Wallis.

*Indica diferenca significativa entre os tratamentos

Fator Graus de Liberdade F ou H Valor P

Duragdo média de vida 5 9,6260 0,08

Expectativa de vida 5 11,4500 0,04*
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Taxa bruta de reprodugéo 5 6,2010 0,004*

Tempo de geracdo 5,3750 0,008*

Fonte: Os autores



TABELA 3.2 — Resultados do teste de Tukey ou Dunn.

*Indica diferenga significativa entre os tratamentos

41

Expectativa de vida

Tratamentos Controle 0,1% 0,2% 0,4% 0,8% 1,6%
Controle 0,1164 0,07814 0,00099* 0,08484 0,2836
0,1% 0,11640 0,8482 0,08484 0,8783 0,6186
0,2% 0,07814 0,8482 0,1256 0,9695 0,4906
0,4% 0,00099* 0,08484 0,1256 0,1164 0,02634*
0,8% 0,08484 0,8783 0,9695 0,1164 0,515
1,6% 0,28360 0,6186 0,4906 0,02634* 0,5150
Taxa bruta de reprodugéo
Tratamentos Controle 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6
Controle 0,6769 0,9996 0,156 0,4626 | 0,004257*
0,1 2,106 0,8326 0,8429 0,9987 0,05148
0,2 0,4207 1,685 0,2434 0,6297 | 0,006943*
0,4 3,76 1,653 3,339 0,9642 0,3164
0,8 2,644 0,5374 2,223 1,116 0,0964
1,6 6,832 4,726 6,411 3,072 4,188
Taxa de reprodugdo liquida
Tratamentos Controle 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6
Controle 0,03322% 0,2291 0,01357* 0,0279* | 0,000446*
0,1 5,094 0,8292 0,9937 1 0,1497
0,2 3,398 1,696 0,5394 0,7785 0,02061*
0,4 5,844 0,7498 2,446 0,9977 0,3239
0,8 5,24 0,1461 1,842 0,6037 0,1755
1,6 8,891 3,797 5,493 3,047 3,651
Tempo de geragao
Tratamentos Controle 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6
Controle 0,3823 0,9304 0,6491 0,1484 | 0,004793*
0,1 2,867 0,8743 0,9957 0,9829 0,1393
0,2 1,318 1,549 0,9885 0,5233 0,02275*
0,4 2,175 0,6919 0,8567 0,8503 0,06301
0,8 3,805 0,9379 2,486 1,63 0,363
1,6 6,729 3,862 5,411 4,554 2,924

Taxa intrinseca de crescimento populacional por dia
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Tratamentos Controle 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6
Controle 0,5104 0,9184 0,4042 0,9272 0,0354*
0,1 2,519 0,9602 0,9999 0,9541 0,5095
0,2 1,374 1,145 0,9057 1 0,1726
0,4 2,803 0,2842 1,429 0,8955 0,6238
0,8 1,334 1,186 0,04081 1,47 0,1651
1,6 5,041 2,521 3,666 2,237 3,707

Fonte: Os autores
Os resultados do experimento indicaram que o 6leo de andiroba teve efeitos toxicos
em Daphnia magna, sendo importante para avaliar a seguranga desse produto quimico,
contribuindo significativamente para a compreensao dos riscos associados ao seu uso. O
estudo destacou a importancia de considerar tanto as concentracdes quanto o tempo de
exposicao ao avaliar os efeitos ecotoxicologicos. Isso ¢ crucial para liberar o uso continuo do

oleo de andiroba, tendo em visto sua toxicidade para Dafinideos.

CONCLUSAO

Resultados de estudos dessa natureza sao significativos porque permitem a
compreensdo de como essas substancias podem afetar os organismos aquaticos, além de sua
relevancia para a saude humana e o meio ambiente. Também sdo importantes para entender

os potenciais impactos do 6leo de andiroba como repelente.

AGRADECIMENTOS
A Universidade Federal do Acre, representada pela Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-
Graduagdo pelo financiamento do Cartdao Pesquisador que deu suporte a pesquisa, € pela

bolsa de P6s-Graduagao concedida pela CAPES.

BIBLIOGRAFIA

ABNT — ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR 12713:
Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade aguda: Método de ensaio com Daphnia spp
(Crustacea, Cladocera). 4. ed. Rio de Janeiro, 2016.

BOROWITZKA, M.A.; BOROWITZKA, L.J. (Eds). Micro-algal Biotechnology.
Cambridge University Press, Cambridge. 1988.



43

BOWNIK, A. Daphnia swimming behaviour as a biomarker in toxicity assessment: A
review. Science of the Total Environment., v. 601-602, p.194-205, 2017.

COONEY, J. D. Freshwater test. In: RAND, G. M. (ed.). Fundamentals of aquatic
toxicology: Effects, environmental fate, and risk assessment Taylor & Francis, Washington,
1995, pp. 71-102.

KNIE, J.L.W.; LOPES, E.W.E. Testes ecotoxicologicos: métodos, técnicas e aplicacdes.
Florianépolis, FATMA/GTZ, 2004.

MARANHO, L. A. et al. Testing the Neem Biopesticide (Azadirachta indica A. Juss) for
acute toxicity with Danio rerio and for chronic toxicity with Daphnia magna. Journal of
agricultural science and technology, v.16, n. 1, p.105-111, 2014.

MULLER, J.B. et al. Comparative assessment of acute and chronic ecotoxicity of water

soluble fractions of diesel and biodiesel on Daphnia magna and Aliivribrio fischeri,
Chemosphere, v. 221, p. 640-646, 2019.

https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2019.01.069.

TKACZYK, A. et al. Daphnia magna model in the toxicity assessment of
pharmaceuticals: A review, Science of The Total Environment, v. 763, 143038, 2021.

https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.143038.

VIANA, T. et al. Magnetized vermiculite as a tool for the treatment of produced water
generated by oil companies: Effects on aquatic organisms before and after treatment.
Journal applied of toxicology, v. 43, n.9, p. 1393-1405, 2023.

https://doi.org/10.1002/jat.4473.

ZAGATO, P. A. Sensibilidade de Daphnia similis: controle de qualidade de culturas,
Ambiente, v. 2, n. 2, 79-83, 198.


https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2019.01.069
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.143038
https://doi.org/10.1002/jat.4473

ANEXO

44



REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA

Curitiba, v.22, n.2, p. 01-13. 2024.
‘ OBSERVATORIO
DE LA ECONOWIA Iy ISSN: 1696-8352

LATINOAMERICANA

Demografia e ciclo de vida de Daphnia Magna, submetida a toxicidade do dleo de
andiroba utilizado como repelente natural

Demography and life cycle of Daphnia Magna, subjected to the toxicity of
andiroba oil used as a natural repelente
Daphnia Magna, sometida a la toxicidad del aceite de andiroba utilizado como
repelente natural, demografia y ciclo de vida

DOI: 10.55905/0elv22n2-112

Originals received: 01/02. 2024

Acceptance for publication: 01 26/2024

Sllvana Daniel da Silva
Po6s-Graduanda em Ciéncias Ambientais

Instituicdo: Instituto da Biodiversidade da Universidade Federal do Acre Enderego: Campus
de Cruzeiro do Sul, Glebas Formoso, Canela Fina, Acre E-mail: silvana.danielsou.ufac.br
Karissa Concei¢cao Souza

Licencianda em Ciéncias Biologicas
Instituigdo: Instituto da Biodiversidade da Universidade Federal do Acre Endereco: Campus de
Cruzelro do Sul, Glebas Formoso, Canela Fina, Acre E-mail: karissa.souza@sou.ufac.br

diaria de Futima a4arinho Pereira
Graduanda em Engenharia Agronémica

Instituicao: Instituto da Biodiversidade da Universidade Federal do Acre Endereco:
Campus de Cruzeiro do Sul, Glebas Formoso, Canela Fina, Acre E-mail:
maria.marinho@sou.iifac.br

Erlei Cassiano Keppeler

Doutora em Aquiciiltura
Instituigdo: Instituto da Biodiversidade da Universidade Federal do Acre Enderego: Campus
de Cnizelro do Sul, Glebas Formoso, Canela Fina, Acre E-mail: erlei.keppeler@ufac.br

RESUMO
A Daplinia longos ¢ um organismo modelo comum usado em testes toxicologicos, pois €
amplamente distribuida em ambientes aquaticos, e tem um ciclo de vida curto e ¢ facil de

criar em laboratorio. Para o cultivo de cladoceros e para experimentos foi usada dgua natural
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¢ algas da espécie Clilore.Hei sorokininnn, como d

utilizado o meio EPA modificado. E as condi¢Ges experimentais gerais foram: frascos

transparentes de 50 inL. na propor¢dao 1:1, de agua do meio e substancia teste, nos
tratamentos e controle com agua do meio, onde cada frasco de teste recebeu 10 neonatos
(<24 1i) do organismo teste. Dcipluiin iiiogno. Foram determinados célculos relacionados a
analise deinogralica, corno duragdo média de vida, expectativa de vida. taxa bruta de
reproducdo, taxa liquida da de reprodugdo, tempo de geracdo e taxa intrinseca de
crescimento populacional. Em geral, a toxicidade do 6leo de andiroba promoveu em
Dapliiiin drinque, mortalidades eln relagdo ao controle, independente de qtialgtier
concentragdo testada. Os padrdes de fertilidade de D. magim mostraram diminui¢do na
producdo de neonatos com o aumento da concentracao do 6leo de andiroba. Os resultados do
experimento indicarain que o 6leo de andiroba teve efeitos toxicos em Dcipliiiin mogim,
sendo importante para avaliar a seguranca desse produto quimico. contribuindo

significativamente para a compreensao dos riscos associados ao seu uso.

Palavras-chave: toxicidade. ciclo de vida, Dnpltiiin Mngtici.

ABSTRACT

Driplmiri iiio,qno is a common model organism used in toxicological testing because it is
widely distributed in aquatic environments, has a shon life cycle and is easy to rear in the
laboratory. For the cultivation ot'cladocerans and for experiments, natural water and algae of
medium was used. And the general experimental conditions were: 50 nil. transparent
bottles. in a 1:1 ratio, of medium water and test substance, in treatments and control with
medium water, where each test bottle received 10 neonates (<24 li) from the test orpzanism,
Daplinia magna. Calculations related to demographic analysis were determined, such as
average lifespan, life expectancy, gross reproduction rate, net repi'oduction rate, generation
time and intrinsic population growth rate. hi general, the toxicity of andiroba oil pi oinoted

mortality in Daphnia magma compared to the control, regardless of any concentration
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ested. The Tertility patterns of D. magiiri showed a decreas > produ neon: R

with increasing andiroba oil concentration. The results of the experiment indicated that
andiroba oil had toxic effects on Driplmiri mngiin, being important to evaluate the safety of
this chemical product, contributing significantly to the iinderstanding of the risks associated

with its use.

Keyvords: toxicity, life cycle. Dnpltiiiri Mrigiio.

RESUMEN

Driplmiri mngiiri es un organismo modelo comin utilizado en ensayos toxicoldgicos, ya
que se distribuye ampliamente en ambientes acuaticos, tiene un ciclo de vida corto y es facil
de crear en el laboratorio. El agua natural y las algas de la especie Cltlorellci 301°Ol “iiiiatia
se utilizaron corno dieta para el cultivo de cladocidades y para experimentos. Para el cultivo de
Daphnia se utiliz6 el medio EPA modificado. Y las condiciones generales experimentales
f\ieron: frascos transparentes de 50 mL, en la proporcion 1:1, de agita del medio y sustancia
problema, en los tratalnientos y control con agua del medio, donde cada irasco de prueba
recibi6 10 neonatos (<24 li) del organismo de pnieba, Daphnia inagna. Se detenninaron los
calculos relacionados con el analisis demografico, como la esperanza de vida media, la
esperanza de vida, la tasa bnita de reproduccion, la tasa neta de reproduccién, el tiempo de
generacion y la tasa intrinseca de crecimiento poblacional. En general, la toxicidad del aceite de
andiroba promovié en Dnpliiiio iin7giio, mortalidad en relacion con el testigo,
independientemente de cualquier concentracion ensayada. Los patrones de fertilidad de D.
niagun mostraron una disminucion en la produccién neonatal con mayor concentracion de
aceite de andiroba. Los resultados del experimento indicaron que el aceite de andiroba tuvo
efectos toxicos sobre Dopliiiia mogim, siendo importante evaluar la seguridad de esta sustancia

quimica. contribuyendo significativamente a la comprension de los riesgos asociados a su uso.

Palabras clave: toxicidad, ciclo de vida, Dnplitila Magna.
1 INTRODUCAO

A Dafilmia iiirigiio € frequentemente usada como organismo modelo em testes

toxicoldgicos (TKACZYK et, 2021 ), corno os experimentos de 21 dias, porgque apresenta muitas
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antageris, que inclui Tacilidade de criacio em Iébora;zbrio.,tdmgndp-a‘ uma 0pgao 3 _
experimentos em grande escala. Aléem do mais, a sensibilidade aos compos- toér t&iédé ereage
rapidamente a concentragdes stibletais dessas substancias. o que a torna um organismo modelo
Util para detectar e avaliar efeitos toxicos em testes de curto prazo. De pequeno tamanho, a
Dripliiiia iiiogiio € um organismo relativamente pequeno, o que facilita a manipulagdo
experimental e ininiiniza os custos de manutencéo.
Dafinideos sdo microcrustaceos zooplanctonicos de agua doce abundantes em la- gos e
lagunas, porque sao animais herbivoros eficazes no fitoplancton (maior produtor primario em
amias continentais) ¢ ainda sdo também, alimentos favoritos para vertebrados e invertebrados
predadores (COONEY, 1995). Além disso, a Dripiiiri iii<Jgno € um orga- nisio chave na cadeia
alimentar aquética e é usada corno alimento para peixes e outros organismos maiores.
amplamente distribuido em alnbientes aquaticos, tem tiin ciclo de vida curto e é facil de criar
em laboratdrio. O microcrusticeo Dnpltitia iiiogn<J é sensivel as substancias toxicas e séo de facil
cultivo em laboratorio, e desta forma sdo modelos Uteis nessa area (BOWNIK. 2017). Ela
merece destaque nos estudos acerca da toxicidade em agua visto que sao organismos aquaticos
cujo habitat natural é semelhante as condigdes naturais
encontradas na agua, além do que, o breve tempo de exposicao e 0s pequenos vohnnes de

amostras utilizadas sao aspectos importar:tes na utilizacéo deste niicrocrustaceo (ABNT. 2016).

Os espéciines usados em bioensaio devem ser inseridos com menos de 24 li para riso
em bioensaios (KNIE; LOPES, 2004). Segundo Zagato (1988), a diferenca de sensi- bilidade
esta relacionada com a idade e com o tempo de exposicdo. Os dados da historia de vida
coletados ao longo do ciclo de vida dos organismos no teste podem ser posterior- mente
processados para estimar as taxas de sobrevivéncia e fecundidade especificas da idade out do

estagio.

Diante do exposto, os objetivos deste trabalho s&o: a) Avaliar a toxicidade crénica do 6leo
de andiroba em Dnplutia iiiogna, utilizando concentracdes subletais do produto quimico e
avaliando o efeito na reproducdo, crescimento e sobrevivéncia dos organismo ao longo do

tempo. b) Identificar os et'eitos do 6leo de andiroba em diferentes estagios de desenvolvimento
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e Dnplmia tiagua, para entender se ha algu

que seja mais sensivel a substancia.

2 MATERIAL E METODOS

Para a manutencdo de Daplinias, cultura de algas as cepas das algas foram obtidas do
laboratorio de analises de agua e Limnologia, e tdrain cultivadas em lotes em frascos
transparentes de 2.1 usando meio Bold' (BOROWITZKA; BOROWITZKA, 1988). A
densidade de algas foi enumerada usando camara de neubauer. Culturas estoque de frascos
de teste bem-experimentais foram mantidas a 23z1°C, pH 7,0 a 7,5 e iltiininacao fluorescente
continua, inas difiisa (NANDINI; SARMA, 2003).

Para o cultivo de claddceros e para experimentos usamos agua natiiral e apenas algas
conto dieta. Para a cultura de Daphnias foi utilizado o irieio EPA foi preparado dissolvendo
0.095g de NaHCO3, 0,069 de CaSO«, 0,06g de MgSO« e 0,002g de KCI em um litro de agua

natural.

Quanto ao pi'oduto utilizado no experimento foi o 6leo de andiroba. Todas as

concentragBes da substincia testem foraln adequadalnente baseadas na concentragao rea

do ingrediente ativo. Como as espécies de cladéceras testadas diferiain em sua tolerancia ao

6leo. conduziinos separadamente uma série de testes preliminares de alcance.

Quanto a tabela de vida deinograhca, as condicBes experimentais gerais foram as
seguintes: frascos transparentes de 50 inL como recipientes de teste; Cada concentracdo de
6leo de andiroba foi dissolvida em 25 ml de d4gua destilada mais 25 ml de meio EPA com Ix108
células/ml de cada frasco de teste recebeu 10 neonatos (<24 li) do organismo teste. Foram
risadas trés réplicas para cada concentragdo e as observagdes do experimentos eram
realizadas, em dias intercalados, onde 0s organismos eram contados e os neonatos nascidos

eram descartados.

~ , q- . nyxl+ng?2
Duragio média de vida: Lx = =—*

. . T,
Expectativa de vida: e, = n—"
X
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Taxa bruta de reprodugdo: R = Y.’ m,
Taxa de reprodugdo liquida: Ry = X5’ L. m,

Y Lemyx X

Tempo de geragao: T = B
0

n
Taxa de crescimiento populacional a cada dia:z e ™. lm, =1
X=w

1 = Proporcéo de sobreviventes no inicio da idade x (dias), rir = Progénie produzida pela féiiiea
na idade X,

T = N(Nnero cilrrrulativo de individuos desde a idade até a idade niaxiiiia. n = nuiiiero de
individuos vivos no inicio da idade x.

Na andlise estatistica realizada, dependendo da normalidade e/ou lieterogeneidade de
variancia foi utilizado transformacéo de dados em log(x)+1. Em segiiida, dependendo destes
pressupostos gerais, realizou-se andlise de variancia ANOVA ou Kruskall ivallis, seguido pelo
teste post-hoc de Tukey ou Dunn, para avaliar a significancia estatistica das diferencas entre as

respostas dos tratamentos. A sigiuficancia estatistica foi estabelecida

no nivel de p igtial ou menor que 0,05. As andlises estatisticas foram realizadas com o

soMvare Past.

3. RESULTADOS E DISCL SSAO

As figuras la. lb, 1c. 1d e 1 f, apresentam as curvas de sobrevivéncia do conti'ole e em
tratamentos com a exposi¢do do d6leo do andiroba. Em geral, a toxicidade do dleo de
andii'oba promoveu ein Dnpliiiin zurique, mortalidades em relag¢do ao controle (p< 0,05),
independentemente de qualquer concentragdo testada. Maiores inortalidades ocorreram nos
dias 8 e 10, na maioria dos tratamentos. As curvas de expectativa de vida por idade de
Daplitiia mrigiin, nas diferentes concentragdes testadas, mostraram diminuigao na sobrex
ivéncia com o aumento da idade da coorte. Em geral, para D. mrigiirn qualquer incremento em
6leo de andiroba resultou em diminui¢do na sobrevivéncia. Miiller et al. (2019), observando
a toxicidade cronica em concentragdes cerca de dez vezes maiores, em fracao soltivel de

diesel também um 6leo de origem vegetal, relataiam que afetou a longevidade. Assim, 6leo

ISSN: 1696-8352
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de andiroba afetou as curvas.de sobrevivéncia, ao longo do ciclo de vida de Dripluiio,
mesmo quando usado em proporgdes minimas.

As figuras 2a, 2b, 2¢, 2d, 2e e 2f apresentam a fertilidade diaria do controle e cinco
tratamentos. Driplmiri mrigiiri produziu neonatos durante a maior parte do seu ciclo de
vida, todavia o nimero de neonatos por episddio reprodutivo foi baixo. Os padrdes de
fertilidade de D. itiagiia mostraram diminui¢ao na produgdo de neonatos com o aumento da
concentracdo do 6leo de andiroba. Isso ocorreu similannelite em Maranho et al. (2014),
quando relatarain no teste de toxicidade cronico com 6leo de Neein em Dnpltiiio mogitri.
onde também concentracdes similares, as usadas neste estudo afetarani a reprodugdo,
naquele estudo. Diante disso, concluimos que o o6leo influenciou negativamente na
descendéncia de Dripliiiiri iiiogno.

Em geral. a producao de descendentes ndo seguiu um padrdo ao longo dos dias, em todos
os tratamentos, inas foi menor nas maiores concentragdes, entre 0,4 ¢ 1.6%. Os neonatos
foram mais sensiveis do que os adultos a exposi¢ao ao 6leo de andiroba. Os efeitos toxicos

incluem impactos na sobrevivéncia, reprodugao e desenvolvimento da espécie.

Figura 1. Sobrevivéncia (Ix) de Daplinia ttiogiiri cultivada em meio EPA (a) e 6leo de andiroba
a0,1e0,2(bec).
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Fonte: Autores (2024)

Figura 2 (cont.). Sobrevivéncia (Ix) de Daphnia magna cultivada em dleo de andiroba a 0,4,
0,8e1,6% (d, e, f).
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Figura 3. Fertilidade (Ix) de Daphnia magna cultivada em meio EPA (a) e 6leo de andiroba a
0,1e0,2(bec).



REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA

Curitiba, v.22, n.2, p. 01-13. 2024.
OBSERVATORIO

DE LA ECONOMIA ISSN: 1696-8352
LATINOAMERICANA

6
‘ T
2
0o «
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Dcars
~e—Tratamento 0,1% b —o— Tratarmento 0.2% c
30 B
- '
2 G
15 5
E E s
10 3
5 2
S 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 G
2 [ S 4 6 8 10 12 14 16 118

Fonte: Autores (2024)

Figura 4. (cont.). Sobre» i» éncia (Lx) de Dapluiin magiin cultivada eni 6leo de andiroba a 0.4,
0,8€1,6°% (d. ¢, f).
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A Tabela | apresenta um sumadrio dos resultados obtidos para Andlise de variancia ou Teste
de Kruskall Wallis de D. mrigiiri quando os neonatos foram submetidos ao controle e
diferentes tratamentos propostos. Todos os tratamentos apresentaram diferenga estatistica
significativa (p = < 0,05). Os resultados obtidos no Teste de Tukey ou de Dunn sdo
apresentados na tabela 2, que mostra o valor de p, que representa a signiticancia entre os
tratamentos. Dit'erencgas ocorreram entre o controle e os tratamentos. Em estudos realizados
em Dnpltiiin itiogiiri por Viana et al. (2023), utilizando agua gerada com residuos de
petréleo, considerado altamente iinpactante, observaram reproducdo reduzida e queda na

taxa intrinseca de crescimento populacional.

Tabela 1 — Resultados da ANOVA ou Kruskall Wallis.

*Indica diferenca significativa entre os tratamentos

ISSN: 1696-8352

Fator Graus de FouH Valor P
Liberdade

Duragao 9,6260 0,08

tnédia 5

de vida

Expectativa de 11.4500 0,04*

vida 5

Taxa bruta de 6,2010 0,004*

reproducao 5

Taxa de 8,5619 0,001*

reproducao 5

liquida

Tempo de 3730 0.008*

geracao 5

Taxa 2,9610 0.05*

intrinseca
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Fonte: Os autores

Tabela 2 — Resultados do teste de Tukev ou Duiui.

Expectativa de vida
Tratarrientos [Controle [0.1%a 02%a  [0.4° 4 0,8%a 1.6°0
Controle 0.11Fl |0.07814 |0.00099 [0,08484 0.2836
0,1°a 0,11640 0,8482 10.08484 10,8783 0,6186
0,2°a 0,07814 10.8482 0,1236  |0,9695 0,4906
0,4°. a 0.00099 |0,08484 |0,1236 0,1164 0,02634*
*
0,8°. & 0,08484 |0.8783 |0,9695 |0,1164 0,511
1,6°. & 0,28360 (0.6186 |0,4906 |0,02634 10,5150
*
Tax a bnita [produca
de re 0
Tratamentos [Controle 0,1 0.2 0,4 0.8 1,6
Controle 0.6769 10,9996 [0.156 0,4626 0.00fi2a7
*
0.1 2.106 0,8326 [0.8429 [0,9987 0,05148
0.2 0.4207 |1.685 0.2434  |0.6297 0,006943
0.4 3,76 1.653 3.339 0.9642 0.31H
0.8 2.644 0.5374 [2.223 1.116 0.09H
1.6 6.832 4.726 6.411 |3.072 4.188
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axa de a0
reproduc |liquida
Tratamentos Controle [0,1 0.2 0,4 0,8 1,6
Controle 0.03322 |0,2291 |0,01357 [0,0279* 0,0004fi6
* * *
0.1 5.094 0,8292 [0.9937 1 0.1497
0,2 3.398 1.696 0.U394 |0.7785 0,02061*
0,4 5.844 0.7498  [2.446 0.9977 0,3239
0,8 5,2fi 0.1461 [1.842 |0.6037 0,1755
1,6 8.891 3.797 5493  3.047 3.651
Tempo |ragao
de pe
Tratamentos |Controle (0,1 0.2 0,4 0,8 1,6
Controle 0.3823 0,9304 |0.6491 |0.1484 0,004793
*
0,1 2,867 0,8743 0.9957  |0.9829 0,1393
0,2 1,318 1,549 0.9885 |0.5233 0,02275*
0,4 2,175 0.6919 |0,8567 0.8503 0.06301
0,8 3,805 0.9379 2486 [1,63 0,363
1,6 6,729 3,862 5.411  |4.554 2.924
Taxa de nto nal por
intrinseca crescime |populaci
dia 0
Tratamentos [Controle 0,1 0.2 0,4 0,8 1,6
Controle 0.5104 0,9.184 [(0.4042 |0.9272 0.0354*
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0,1 2,5.19

0,2 1,374 1,145 0.9057 | 0,1726
0,4 2,803 0.2842 [1.429 0.8955 0,6238
0,8 1,334 1,186 0,0408. (1,47 0,1651
1,6 9,04.1 2,521 3.666  [2.237 3.707

*Indica diferenca siguificatix'a entre os tratamentos
Fonte: Os autores

Os resultados do experimento indicaram que o 6leo de andiroba teve efeitos toxicos
em Dnpluiin mngtia, sendo importante para avaliar a seguranga desse produto quimico,
contribuindo signihcativainente para a compreensao dos riscos associados ao seu uso. O
estudo destacou a importancia de considerar tanto as concentra¢des. quanto o tempo de
exposicdo ao avaliar os efeitos ecotoxicologicos. Isso € crucial para liberar o uso continuo

do dleo de andiroba, tendo em visto sua toxicidade para Dafinideos.

3 CONCLUSAO

Resultados de estudos dessa natureza sao significativos porque permitem a
compreensdo de como essas substancias podem afetar os organismos aquaticos, bem corno
sua relevancia para a saiide humana e o meio ambiente. Também sdo importantes para

entender os poteliciais impactos do 6leo de andiroba corno repelente.
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